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Предложен метод верификации параметров моделирования эритроцитов в задачах дифрак-
тометрии клеток крови на основе гиперспектральной голографии. Зарегистрирован набор ги-
перспектральных голограмм сфокусированного изображения эритроцитов, по которым рас-
считаны соответствующие картины дифракции в дальней зоне. Показан существенный вклад 
фазовой составляющей комплексной амплитуды поля объекта в формировании дифракцион-
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Ключевые слова: Оптика, Гиперспектральная голография, Дифрактометрия. 

Цитирование: Каленков, С. Г. Гиперспектральная голография эритроцитов в задачах 
лазерной дифрактометрии / С. Г. Каленков // HOLOEXPO 2019 : XVI международная 
конференция по голографии и прикладным оптическим технологиям : Тезисы 
докладов. — М. : МГТУ им. Н. Э. Баумана, 2019. — С. 199–202. 

Введение 
Анализ крови является широко распространенным инструментом в современной медицин-

ской диагностике. Изменение распределения клеток по размерам в крови человека оказывает 
влияние на вязкость крови [1]. Недавние исследования показали, что изменение дисперсии 

(ширины) распределения клеток по размерам на 1 % ведёт к увеличению риска смертности 

на 14 % для больных сердечно-сосудистыми заболеваниями [2]. Распределение клеток по раз-
мерам часто определяют хорошо известным методом лазерной дифрактометрии эритроци-

тов [3–4]. Это метод заключается в том, что тонкий слой разбавленной суспензии эритроци-

тов просвечивают лазерным лучом и соответствующую картину дифракции лазерного излу-
чения на клетках крови регистрируют матричным приёмником. Эта картина несет в себе ин-

формацию о размерах и формах клеток крови. Достоинством этого метода является возмож-

ность быстрого измерения характеристик большого ансамбля эритроцитов (порядка 100 ты-
сяч клеток). При этом процедура измерения и обработки данных занимает всего несколько 

минут. 

Обычно, определение размеров эритроцитов осуществляют по видности дифракционной 
картины, сопоставляя ее с модельной, рассчитанной на основе представления эритроцита не-

прозрачным плоским диском [5]. В действительности, с оптической точки зрения эритроцит 

представляет собой сложный амплитудно-фазовый транспарант. В этой работе мы исследо-

вали амплитудно-фазовые пространственные характеристики эритроцитов (на сухих мазках) 

методом гиперспектральной голографии с целью уточнения ранее использованной модели.  
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Гиперспектральная голография эритроцитов 
Как было отмечено выше, в модели эритроциты представлены набором плоских эллиптиче-

ских дисков — бинарными действительными числами. В то время как, совершенно очевидно, 

эритроциты имеют более сложную функцию модуляции проходящего излучения. Для того 
чтобы установить степень адекватности такого представления, была зарегистрирована серия 

гиперспектральных голограмм сфокусированного изображения эритроцитов. 

Экспериментальное исследование дифракционных картин реальных эритроцитов прове-
дено средствами гиперспектральной голографической микроскопии, предложенной впервые 

в [6, 7]. Запись гиперспектральных голограмм микрообъектов основана на оптической схема 
ассиметричного Фурье — спектрометра, в котором в качестве регистрирующего приемника 

используется ПЗС-матрица. На матрице фиксируется интерференционная картина, получен-

ная наложением опорной и объектной волны, представляющей собой комплексное поле мик-
рообъекта, построенное микрообъективом микроскопа. В опорном плече интерферометра 

установлено подвижное зеркало, осуществляющее изменение длины пути опорной волны. 

Синхронно с движением зеркала последовательно во времени производят запись набора экс-
позиций. В результате в каждом пикселе приемной матрицы регистрируется последователь-

ность интерферограмм, соответствующих различным значениям положения зеркала. В каж-

дом пикселе приемной матрицы регистрируется интерферограмма — интенсивность интер-
ференционного поля, образованного световым полем объектной волны (т. е. светом, прошед-

шим через объект) и световой волной, отраженной от подвижного зеркала. Такая интерферо-

грамма зависит от длины пути  подвижного зеркала. Фурье преобразование интерферо-
граммы по переменной  в каждом пикселе матрицы регистрации дает комплексную ампли-

 
1 — источник полихроматического излучения, 2,5 — светоделительные кубики,  

3 — объект, 4, 7 — микрообъективы, 6 — матричный приемник, 8 — зеркало на пьезостоле, 

9 — компенсаторная пластина 

Рис. 1. Оптическая схема записи гиперспектральных голограмм сфокусированного 
изображения 
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туду объектного волнового поля [8] на данной спектральной частоте в каждом пикселе мат-

рицы регистрации т. е. гиперспектральную голограмму. Принципиальная оптическая схема 
гиперспектрального голографического микроскопа приведена на рисунке 1. 

Сухой мазок эритроцитов помещали в фокальную плоскость микрообъектива 4. В каче-

стве источника излучения использовали суперконтинуум с фильтрами, выделяющими види-
мую область спектра от 0,45 до 0,7 мкм. В этом диапазоне был вычислен набор комплексных 

волновых полей эритроцитов для 140 спектральных компонент. В поле зрения микрообъек-

тива (60×, NA 0,8) попадает несколько десятков эритроцитов. Извлечение участков комплекс-
ного поля, содержащих информацию о клетках, выполняли на основе расширенного преоб-

разования Хафа [9]. На рисунке 2 приведен результат распознавания изображения клеток. 

Участки поля голограмм, содержащие отдельные клетки, разбиваются на независимые 
массивы (рисунок 3а). По отдельно взятому полю объекта рассчитывается картина дифракции 

в дальней зоне. На рисунке 3 б приведено распределение интенсивности картины дифракции, 

построенное по изображению клетки на определенной длине волны. Такую картину можно 
рассчитать, от изображения клетки, полученной в обычный микроскоп в свете монохромати-

ческого источника. Информация об оптической плотности объекта, содержащаяся в фазовой 

 
а) найденные алгоритмом 

 
б) не найденные алгоритмом 

Рис. 2. Изображение эритроцитов 

 
а) изображение одного 

эритроцита на длине 
волны 632,8 нм 

 
б) вид дифракционной 

картины, рассчитанной 
по интенсивности поля 

 
в) вид дифракционной 

картины, рассчитанной по 

комплексной амплитуде 
поля 

Рис. 3. Изображения отдельных клеток 
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компоненте комплексного поля, при этом отсутствует. На рисунке 3 в приведено распределе-
ние интенсивности картины дифракции, рассчитанное по комплексному полю объекта на той 

же длине волны. 

Можно видеть, что дифракционные картины, рассчитанные по интенсивности поля и по 
его комплексной амплитуде поля существенно различаются. Это обстоятельство следует учи-

тывать при моделировании процесса дифракции. 

Заключение 
Зарегистрированы гиперспектральные голограммы сфокусированного изображения клеток 

крови на сухих мазках. Участки изображения, содержащие клетки крови, выделены на основе 
расширенного преобразования Хафа. Расчитаны комплексные поля дифракции отдельных 

клеток в дальней зоне. Показано существенное различие дифракционных картин, рассчитан-

ных по интенсивности поля и по его комплексной амплитуде. Таким образом, гиперспек-
тральная голография позволяет уточнить параметры эритроцита как модельного объекта. 
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